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Abstract of DE19800294 

Magnetic particles (I) comprises an inductively heatable magnetic core, 
completely encapsulated in a polymeric matrix on which ligands are 
chemically coupled. An Independent claim is included for the production 
of the magnetic particles, comprising encapsulating nanoparticulate or 
microparticulate magnetic particles in a polymer matrix by emulsion or 
suspension polymerization, precipitation methods (e.g. a solvent 
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evaporation technique) or suspension crosslinking; and forming reactive 
groups coupled with bioligands on the surface. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(S) Induktiv aufheizbare magnetische Polymerpartikel sowie Verfahren zur Herstellung und Verwendung derselben 

@ Die Erfindung betrifft fein-disperse und grob-disperse 
magnetische Kolloide, die in einem hochfrequenten Ma- 
gnetfeld induktiv auf Temperaturen zwischen 40 und 
250°C aufgeheizt werden konnen. Durch Einkapselung 
der Magnetkolloide in funktionelle Polymermatrizes kon- 
nen Bioliganden an die Matrix gebunden werden, die ge- 
mafc dem Affinitatsprinzip in der Lage sind, Analyten spe- 
zifisch zu binden. Aufgrund der Kombination der Affini- 
tatsbindung mit der induktiven Aufheizung lassen sich die 
polymeren Magnettrager sowohl fur die biomedizinische 
Analytik als auch zur Beseitigung von Pathogenen in bio- 
logischen Flussigkeiten einsetzen. 
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Bcschreibung Funktioncn zu crfiillen haben. Zum einen sollen durch eine 

mogiichst biokompatible Beschichtung unter weitestgehen- 

Die Erfindung betrifTt induktiv aufheizbare Partikel, die der Umgehung des reticulo-endothelialen Systems (RES) 

dadurch gekennzeichnet sind, daB fein verteilte Magnetteil- die Bluthalbwertszeiten verlangert werden, zum anderen 

chen in einer funktionellen polymeren Matrix eingekapselt 5 konnen an die Matrix Bioliganden z. B. in Form von Anti- 

sind, die in der Lage ist, Biomolekule, Zellen, Bakterien, To- korpem, Antigenen, Rezeptoren, Lektinen, Oligosacchari- 

xine, Pilze oder Viren zu binden. den, Aminosauren, Proteinen oder DNA/RNA-Fragmenten 

Magnetische Kolloide, die vorwiegend aus Magnetit chemisch gebunden werden. Diese Ligandenkopplung er- 
QfyOj), Eisenoxid (Fe^Oj) oder Eisenoxyhydroxid moglicbt gemaB dem Affinitatsprinzip die Bindung zu den 
(FeOOH) bestehen und eine PartikelgroBe von 5-100 nm to Bioliganden komplementaren Aiialyten, wie z. B. Antigene, 
aufweisen und u. a. als Kontrastmittel in der NMR-Diagno- Antikorper, Proteine, DNA-Fragmente, Zellen, Viren oder 
stik, als Informationsspeichermedien, Abdicht- oder Bakterien, deren Bestimmung in der biochemischen oder 
Dampfmittel Verwendung finden, sind aus folgenden Verbf- molekularbiologischen Analytik, der Diagnose und der The- 
fentlichungen allgemein bekannt: US-PS 5,492,814; USPS rapie eine wichtige Rollc spielt. Matrizes, die fur solche 
4,827,945; DE-OS 3808000, US-PS 3,215,572, DE-OS 15 Zwecke beschrieben wurden, sind z.B. Dextran, Dextrin, 
39 33 210, US-PS 3,917,538, DE-OS 39 33 210, US-PS Albumin, Silicagel, Polystyrol, Gelatine, Polyglutaralde- 
4,329,241, PCT/EP 0 275 285, EP 0 586 052. In der Regel hyd, Liposome, Polyethylenimin, Poiyvinyialkohol, Polya- 
werden dabei Eisen(ITI) und Eisen(IT)-Salzl6sungen mit va- crolein; sie sind aus den Patentschriften PCT WO 90/07380, 
riicrenden molaren Verhaltnisscn (2 : 1, 0,5 : 1 bis 4 : 1) PCT WO 89/1 1 1 54 so wie den US-PS 4,628,037, 3,970,5 1 8, 
durch Zugabe von Basen oder durch Hitzezufuhr in entspre- 20 4,230,685, 4,654,267, 4,452,773, 4,369,226, 4,267,234, 
chend kolloidale Magnetdispersionen ("Magnetkolloide") 3,652,761, 4,675,173 allgemein bekannt Eine Ubersicht 
uberfuhrt. Um ein besonders durch die Van der Waals Krafte uber die diversen Magnetpartikel und deren Anwendung 
bedingtes Agglomerieren der Magnetkolloide zu verhin- sind in "Scientific und Clinical Applications of Magnetic 
dem, werden diesen oberflachenaktive Stoffe zugesetzt, die Carriers", Hafeli et al. Hrsg., Plenum Press, New York, 
allgemein unter der Bezeichnung "Tenside", "Emulgatoren", 25 1997, beschrieben. Allen vorgenannten Produkten ist ge- 
"Stabilisatoren", "Komplexbildner", "surfactants" oder "di- meinsam, dafi sie ihre Funktion aus der komplementaren 
spersants" bekannt sind und im folgenden durchweg als Wechselwirkung eines auf der Matrix gebundenen Bioligan- 
"Stabilisatoren" bezeichnet werden, die ein Absetzen des den mit dem zu analysierenden Analyten ableiten. Ihre Ein- 
Kolloids in wafiriger Dispersion praktisch verhindert. Sol- satzgebiete beschranken sich somit auf die bekannten Felder 
che stabilisierten kolloidalen Dispersionen sind auch unter 30 der Auftrennung und Analyse von Biomolekulen oder der 
der Bezeichnung "Ferrofluide" bekannt (vgl. Kaiser und Markierung bestimmter Zellen unter Ausnutzung des klassi- 
Miskolczy, J. Appl. Phys., 413, 1064. 1970). Sie werden schen Affinitatsprinzips. Allen vorgenannten Magnetparti- 
hcute auch kommerziell angeboten (Ferrofluidics Corp., keln ist gemeinsam, dafi sic uber einen niedrigen Magnet- 
USA, Advanced Magnetics, USA, Taibo Co., Japan, Liquids kolloidgehalt durchweg in Form von Magnetit oder Eisen- 
Research Ltd, Wales, BASF, Deutschland, Schering AG, 35 oxiden und somit iiber eine niedrige Sattigungsmagnetisie- 
Deutschland). Die verwendeten Stabilisatoren sind entwe- rung verfugen, die ein effizientes Aufheizen der Partikel in 
der kationischer oder anionischer Nalur oder nicht-ionisch. einem magnetischen Wechselfeld weitestgehend ausschlie- 
Geeignete Verbindungen hierfur sind z. B.: Alkylarylpolyat- Ben und daher nur in den iiblichen Analysensektoren einge- 
hersulfate, Laurylsulfonat, Alkylarylpolyathersulfonate, setzt werden konnen. 

Phosphatester, Alkoholathersulfate, Zitrate, Oisaure, Alkyl- 40 In den US-PS 4,735,796 und 4,662,359 werden Magnetp- 
naphthalensulfonate, Polystyrol sulfonsaure oder Petrolium- artikel beschrieben, die speziell fur die Tumortherapie an* 
sulfonate als anionische Substanzen, Dodecyltrimethylam- wendbar sind, derart, dafi die vom Tumorgewebe aufgenom- 
moniumchlorid als kationische Tenside sowie Nonylphen- menen Magnetpartikel mittels eines auBeren hochfrequen- 
oxypolyglycidol, Kerosin, Alkylaryloxypolyathoxyatha- ten magnetischen Wechselfeldes induktiv auf Temperaturen 
nole, Nonylphenol oder Polyathylenglykole als nichtioni- 45 oberhalb von 40°C aufgeheizt werden und so zum selekti- 
sche Substanzen. Eine weitere Stoffklasse, die sich als Kol- ven Absterben der 1\imorzeilen fuhren sollen. Der Nachteil 
loidstabilisatoren bewahrt haben, sind: Polysaccharide und der vorgenannten Mittel und Verfahren fur die 1\imorthera- 
synthetische Polymere wie Poiyvinyialkohol, Polyoxyathy- pie ist jedoch, daB sie weder praktikable Methoden zur Be- 
lene oder Proteine (vgl. US-PS 3,917,538, PCTAVO schichtung mit solchen Polymersubstraten enthalten, die 
89/11154, US-PS 4,827,945). 50 eine eindeutige Beschichtung mit Bioliganden bzw. Anti- 
Die TeilchengroBen der mit Hilfe der vorgenannten Pra- korpcrn, so wie sie fur den Einsatz in der Diagnostik der 
parationsweisen dargestellten Magneucolloide hangen er- Analytik Voraussetzung sind, darlegen noch grundsatzliche 
fahrungsgemaB von der Konzentration der Base, der Art der Techniken zur Kopplung der erforderlichen Bioliganden 
Base, der Temperatur sowie dem Salzverhaltnis und der Io- aufzeigen. 

nenkonzentration ab. 55 Im Gegensatz zu den vorgenannten Mitteln konnen die er- 

Ein neues Verfahren zur Herstellung stabiler kolloidaler findungsgemaBen Magnetpartikel aufgrund der kombinato- 

Dispersionen aus Magnetit und fF^C^ ohne Anwendung rischen Anwendung des Separationsprinzips und der induk- 

irgendwelcher Stabilisatoren wurde kurzlich von Kang et. tiven Aufheizung erstmals fur diagnostische, analytische 

al, Chem, Mater., 8, 2209-2211, 1996, verofTentlicht. Dabei und therpeutische Zwecke sowie zur Dekontaminalion ein- 

wird eine Eisen(H)/Eisen(IH)-L6sung mit einem molaren 60 gesetzt werden. Dies eroffnet die Moglichkeit, die bioche- 

Verhaltnis von 0,5 bei pH 11-12 unter SauerstoffausschluB mische und vor allem molekularbiologische Analytik sowie 

ausgefallt, die zu <10 nm groBen Magnetitteilchen fuhrt. die medizinische Diagnostik effizienter als bisher zu gestal- 

Neben den oben erwahnten Einsatzgebieten werden Ma- ten. 

gnetkolloide auch im Bercich der mcdizinischen Diagno- Das Wrkprinzip der erfindungsgemaBen Mittel bestcht 

stik, der Analytik, der molekularbiologischen Analytik so- 65 darin, auf die Oberflache einer funktionellen Polymerma- 

wie in der Therapie eingesetzt Dazu werden die Kolloide trix, in die die induktiv aufheizbaren magnetischen Kolloide 

mit verschiedenen funktionellen Polymersubstraten oder bzw. fein dispersen Magnetteilchen eingekapselt sind, Bio- 

Proteinen (Matrix) beschichtct, die zwei grundsatzliche molekiile adsorptiv oder kovalent zu binden, die in der Lage 
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sind, Analytcn wie z. B. DNA/RNA-Sequenzen, Anukor- 
per, Antigene, Proteine, Zellen, Bakterien, Viren oder Pilze- 
sporen gemaB dem komplementaren Affinitatsprinzip zu 
binden. Nach der Bindung der Analyten auf der Matrix kon- 
nen die Magnetpartikel in einem hochfrequenten magne- 5 
tischen Wechselfeld auf die fur die Analytik, Diganostik und 
Therapie relevanten Ternperaturen von vorzugsweise 
40-120°C aufgeheizt werden. 

Urn die vorgenannten Verbindungen und Legierungen auf 
die fur die Bioanalytik relevanten Ternperaturen aufheizen 10 
zu konnen, bedarf es einer spezdellen Auslegung des Ma- 
gnetfeldes in bezug auf die Magnetfeldstarke sowie die Fre- 
quenzen. 

Dazu werden in der Regel stromdurchflossene Spulen be- 
nutzt, die von einem Hochfrequenzgenerator gespeist wer- 15 
den. Solche Spulensysteme und Hochfrequenzgeneratoren 
sind allgemeiner Stand der Technik und werden kommer- 
zieil angeboten. Die Abmessung der Spuien richten sich 
nach den jeweiligen ProbengroBen; sie weisen allgernein ei- 
nen Durchmesser von 1-10 cm und eine Lange von 20 
2-30 cm auf. Die erfoderliche Ausgangsleistung der HF- 
Generatoren liegt normalerweise zwischen 0,5 und 1,5 kW. 
Zum Aufheizen der Magnetproben konnen grundsatzlich 
zwei Generatoreinstellungen gewahlt werden: a) hohe Fre- 
quenz im Bereich von 5-80 MHz und niedrige Magnetfeld- 25 
starke von 100-500 A/m oder b) niedrige Frequenz von 
0,2-5 MHz in Verbindung mit einer hohen Magnetfeld- 
starke von 500-15000 A/m. Beide Feldparamcterkombina- 
tionen gewahrleisten eine ausreichende Energieabsorption 
der Magnetpartikel innerhalb eines kurzen Applikationszeit- 30 
raumes (<5 Minuten). 

Da die Energieabsorption der magnetischen Kolloide und 
demzufolge die Aufheizung der magnetischen Polymerpar- 
tikel von verschiedenen Substanzparametern wie Kolloiddi- 
spersitat, Kolloidzusammensetzung, Kolloidkonzentration 35 
sowie der Art der Warmekapazitat der Polymermatrix ab- 
hangt, mussen zur Einstellung einer konkretcn Teniperatur 
die Induktionsbedingungen an die jeweiligen Proben adap- 
tiert werden. So absorbieren groBere Magnetteilchen durch- 
weg weniger Energie pro Masse als feinere Teilchen mit 40 
derselben Zusammensetzung. Demzufolge sind fur die in- 
duktive Aufheizung grobdisperser Kolloide (>1 um) hohe 
magnetische Feldamplituden von >8 kA/m notwendig, um 
eine signifikante Energieaufnahme bei einer Frequenz von 
<1000 kHz zu gewahrleisten. Im Gegensatz dazu reichen 45 
bei feindispersen Kolloiden mit einer PartikelgroBc 
<200 nm bereits Feldstarken von 2-5 kA/m bei einer Fre- 
quenz von < 1000 kHz fur ein effizientes Aufheizung aus. 
Neben den auf die jeweiligen Proben anzupassenden Induk- 
tionsparametern spieit bei der Aufheizung die Zeitdauer der 50 
Induction bei vorgegebener Magnetfeldeinstellung sowie 
die Spulenauslegung (Spulenradius, Lange der Spule, Spu- 
lenwindungen) im Verhaitnis zum Voiumen der zu behan- 
delnden Probe eine wesentliche Rolle. 

Als magnetische Teilchen fur die erfindungsgemaBen 55 
Mittel kommen generell alle Verbindungen in Frage, die in 
einem magnetischen Wechselfeld induktiv aufheizbar sind, 
d. h. die iiber eine spontane Magnetisierung verfugen. Ver- 
bindungen, die solche Eigenschaften im besonderen MaBe 
besitzen, fallen unter die Kategorie der Ferro-, Ferri- und 60 
Superparamagneten. Bezuglich der Klassifizierungen wird 
auf die Ausfiihrungen von Bean und Livington, J. Appl. 
Phys. 30, 1205, 1959 sowie Chagnon et al., US-PS 
4,628,037, vcrwiesen. Zu dieser Substanzklasse gehoren 
z. B. alle Eisen(H) und Eisen(IH)-Oxide der Formel FeO, 65 
Fe20 3 sowie Eisenmischoxide der Formel Fe30 4 . Weitere 
Verbindungen, die ebenfalls ferromagnetischer Natur sind 
und grundsatzlich die Bedingungen der indukliven Aufheiz- 
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barkeit erfullen, sind Nickel, Cobalt, Gadolinium sowie die 
Seltenerdenmetalle Dysprosium, Holmium und Terbium so- 
wie ferromagnetische Legierungen aus nicht-ferromagneti- 
schen Elementen. Verbindungen dieser Art, die auch unter 
der Bezeichnung "Heuslersche Legierungen" allgernein be- 
kannt sind, weisen beispielsweise die Zusammensetzung 
Cu 2 AlMn oder Cu 2 SnMn auf. Auch Legierungen aus Eisen, 
Nickel, Kobalt, Aluminium, Kupfer, Neodym und Bor, die 
wegen ihrer teilweise sehr hohen Koerzitifkraft als hartma- 
gnetische WerktstofFe zum Einsatz kommen, erfullen grund- 
satzlich die oben geforderten Vbraussetzungen. Um die oben 
bezeichneten Werkstoffe in den erfindungsgemaBen Mitteln 
und Verfahren einsetzen zu konnen, sollte diese eine Teil- 
chengroBe von 0.0052-2 um, vorzugsweise eine solche von 
0,01-1 um aufweisen. Dadurch ist gewahrleistet, daB die 
Magnetkolloide bei der anschlieBenden Einkapselung durch 
ein funktionelles Polymer in fein disperser Form in der Po- 
lymermatrix vorliegen. 

Die Hcrstellung entsprechend feindisperser Magnetkol- 
loide bzw. Ferrofluide ist allgemeiner Stand der Technik und 
erfolgt generell entweder durch naBchemische Fallungsver- 
fahren oder durch einen pulvermetallurgischen ProzeB, bei 
dem die Magnetteilchen in einer Kugelmuhle uber einen 
langeren Zeitraum gemahien werden (vgl. US-PS 
4,329,241, 4,827,945, 4,628,037, 3,917,538). 

Es hat sich nun gezeigt, daB das induktive Aufheizen sehr 
viel einfacher dadurch gestaltet werden kann, daB man fer- 
romagnetische Verbindungen wahlt, die eine Curie-Tcmpe- 
ratur (nachstehend als "Tc" bezeichnet) von <250°C, vor- 
zugsweise eine solche von 40-1 20°C besitzen. 

Ferromagnetische Substanzen sind besonders dadurch 
charaklerisiert, daB ihr Ferromagnetismus am Curie-PunkL 
unmittelbar in den Paramagnetisms ubergeht. Diese spe- 
zielle Eigenschaft kann nun uberraschenderweise zu einer 
raschen und genauen Temperatureinstellung der Magnetpar- 
tikel genutzt werden, indem sich paramagnetische Stoffe in- 
folge des drastischen Ab falls der magnetischen Suszeptibili- 
tat in dem hier verwendeten hochfrequenten Wechselfeldbe- 
reich nicht mehr induktiv aufheizen lassen. Das bedeutet 
konkret, die Temperatur des Magnetkolloids oszilliert bei 
eingeschaltetem Magnetfeld nach kurzer Aufheizperiode 
exakt um den Curie-Punkt, der allein durch die Zusammen- 
setzung des Kolloids festgelegt ist. Unter Anwendung die- 
ses Curie-Punkt-Prinzips spieit daher die genaue Einstellung 
des auBeren Magnetfeldes sowie die Zeitdauer der Induktion 
innerhalb der dargelegten grundsatzlich erforderlichen Ba- 
sisleistung und -frequenz weitestgehend eine untergeordnete 
RoUe. 

Die Festlegung der jeweiligen Ternperaturen wird in er- 
ster Linie durch die Anwendung im Rahmen der Bioanalytik 
oder medizinischen Applikation bestimmt. 

Als magnetische Substanzen fur den Tc-Bereich <120°C 
kommen eine Reihe von Verbindungen in Frage. Dazu geho- 
ren gemischte Ferri te der allgemeinen Formel Me L . 
x Zn x Fe2P 4 , wobei Me Kobalt, Nickel oder Mangan sein 
konnen. Durch sukzessive Substitution des Zinks durch die 
vorgenannten Elemente konnen samtliche Tc im Bereich 
von 40-250°C abgedeckt werden. 

Speziell fur die auf dem Seklor der DNA-Analytik bzw. - 
Sequenzierung relevanten Ternperaturen von >90°C, 
70-75°C und 40-60°C, entsprechend der Denaturierung der 
DNA, der Primer-Elongationsreaktion sowie der Hybridi- 
sierung der Sequenzicrprimer ("annealing*') sind folgende 
Mischferrite geeignet: fur den Bereich von >90°C 
Ni a7 3Zn 0> 27Fe2O4 oder Cc^sZno^F^O* fur den Tempera- 
turbereich 70-75°C Coo,62Zno^8Fe20 4 und fur den Bereich 
40-60°C z, B. NiojsZ^R^, Co a3 9Zno f 6LFe 2 0 4 oder 
Mno,4Zno38Fe20 4 . Weitere Verbindungen, die die oben ge- 
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sind, Analyten wie z. B. DNA/RNA-Sequenzen, Antikor- 
per, Antigene, Proteine, Zellen, Bakterien, Viren oder Pilze- 
sporen gemafl dem komplementaren Affinitatsprinzip zu 
binden. Nach der Bindung der Analyten auf der Matrix k6n- 
nen die Magnetpartikel in einern hochfrequenten magne- 5 
tischen Wechselfeld auf die fur die Analy tik, Diganostik und 
Therapie relevanten Temperaturen von vorzugsweise 
40~120°C aufgeheizt werden. 

Um die vorgenannten Verbindungen und Legierungen auf 
die fur die Bioanalytik relevanten Temperaturen aufheizen io 
zu konnen, bedarf es einer speziellen Auslegung des Ma- 
gnetfeldes in bezug auf die Magnetfeldstarke sowie die Fre- 
quenzen. 

Dazu werden in der Regcl stromdurchflossene Spulen be- 
nutzt, die von einem Hochfrequenzgenerator gespeist wer- 15 
den. Solche Spulensysteme und Hochfrequenzgeneratoren 
sind allgemeiner Stand der Technik und werden kommer- 
ziell angeboten. Die Abmessung der Spulen richten sich 
nach den jeweiligen ProbengrdBen; sie weisen allgemein ei- 
nen Durchraesser von 1-10 cm und eine Lange von 20 
2-30 cm auf. Die erfoderliche Ausgangsleistung der HF- 
Generatoren liegt normalerweise zwischen 0,5 und 1,5 kW. 
Zum Aufheizen der Magnetproben konnen grundsatzlich 
zwei Generatoreinstellungen gewahlt werden: a) hone Fre- 
quenz im Bereich von 5-80 MHz und niedrige Magnetfeld- 25 
starke von 1 00-500 A/m oder b) niedrige Frequenz von 
0,2-5 MHz in Verbindung mit einer hohen Magnetfeld- 
starke von 500-15000 A/m. Bcide Feldparamcterkombina- 
tionen gewahrleisten eine ausreichende Energieabsorption 
der Magnetpartikel innerhalb eines kurzen Applikationszeit- 30 
raumes (<5 Minuten). 

Da die Energieabsorption der magnetischen Koiloide und 
demzufolge die Aufheizung der magnetischen Polymerpar- 
tikel von verschiedenen Substanzparametem wie Kolloiddi- 
spersitat, Kolloidzusammensetzung, Kolloidkonzentration 35 
sowie der Art der Warmekapazitat der Polymermatrix ab- 
hangt, miissen zur Einstellung einer konkretcn Temperatur 
die Induktionsbedingungen an die jeweiligen Proben adap- 
tiert werden. So absorbieren groBere Magnetteilchen durch- 
weg weniger Energie pro Masse ais feinere Teilchen mit 40 
derselben Zusammensetzung. Demzufolge sind fur die in- 
duktive Aufheizung grobdisperser Koiloide (>1 um) hohe 
magnetische Feldamplituden von >8 kA/m notwendig, um 
eine signifikante Energieaufhahme bei einer Frequenz von 
<1000 kHz zu gewahrleisten. Im Gegensatz dazu reichen 45 
bei feindispcrsen Kolloiden mit einer PartikelgroBe 
<200 nm bereits Feldstarken von 2-5 kA/m bei einer Fre- 
quenz von < 1000 kHz fiir ein effizientes Aufheizung aus. 
Neben den auf die jeweiligen Proben anzupassenden Induk- 
tionsparametem spielt bei der Aufheizung die Zeitdauer der 50 
Induction bei vorgegebener Magnetfeldeinstellung sowie 
die Spulenauslegung (Spulenradius, Lange der Spule, Spu- 
lenwindungen) im Verhaltnis zum Volumen der zu behan- 
delnden Probe eine wesentliche Rolle. 

Als magnetische Teilchen fur die erfindungsgemaBen 55 
Mittel kommen generell alle Verbindungen in Frage, die in 
einem magnetischen Wechselfeld induktiv aufheizbar sind, 
d. h. die uber eine spontane Magnetisierung verfugen. Ver- 
bindungen, die solche Eigenschaftcn im besonderen MaBe 
besitzen, fallen unter die Kategorie der Ferro-, Ferri- und 60 
Superparamagneten. Bezuglich der Klassifizierungen wird 
auf die Ausfiihrungen von Bean und Livington, J. Appl. 
Phys. 30, 1205, 1959 sowie Chagnon et al„ US-PS 
4,628,037, verwicsen. Zu dieser Substanzklasse gehoren 
z. B. alle Eisen(H) und Eisen(LII)-Oxide der Formel FeO, 65 
Fe^ sowie Eisenmischoxide der Formel Fe^O^ Weitere 
Verbindungen, die ebenfalls ferromagnetischer Natur sind 
und grundsalzlich die Bedingungen der induktiven Aufheiz- 
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barkeit crfiillcn, sind Nickel, CobalL, Gadolinium sowie die 
Seltenerdenmetalle Dysprosium, Holmium und Terbium so- 
wie ferromagnetische Legierungen aus nicht-ferromagneti- 
schen Elementen. Verbindungen dieser Art, die auch unter 
der Bezeichnung "Heuslersche Legierungen" allgemein be- 
kannt sind, weisen beispielsweise die Zusammensetzung 
Cu 2 AlMn oder Cu 2 SnMn auf. Auch Legierungen aus Eisen, 
Nickel, Kobalt, Aluminium, Kupfer, Neodym und Bor, die 
wegen ihrer teilweise sehr hohen Koerzitifkraft als hartma- 
gnetische Werktstoffe zum Einsatz kommen, crfullen grund- 
satzlich die oben geforderten Voraussetzungen. Um die oben 
bezeichneten Werkstoffe in den erfindungsgemaBen Mitteln 
und Verfahren einsetzen zu konnen, sollte diese eine Teil- 
chengrdBc von 0.0052-2 um, vorzugsweise eine solche von 
0,01-1 um aufweisen. Dadurch ist gewahrleistet, daB die 
Magnetkolloide bei der anschlieBenden Einkapselung durch 
ein funktionelles Polymer in fein disperser Form in der Po- 
lymermatrix vorliegen. 

Die Herstellung enLsprechend feindisperser Magnetkol- 
loide bzw. Ferrofluide ist allgemeiner Stand der Technik und 
erfolgt generell entweder durch naBchemische Fallungsver- 
fahren oder durch einen pulvermetallurgischen ProzeB, bei 
dem die Magnetteilchen in einer Kugelmuhle uber einen 
langeren Zeitraum gemahlen werden (vgl. US-PS 
4,329,241, 4,827,945, 4,628,037, 3,917,538). 

Es hat sich nun gezeigt, daB das induktive Aufheizen sehr 
viel einfacher dadurch gestaltet werden kann, daB man fer- 
romagnetische Verbindungen wahit, die eine Curie-Tempe- 
ratur (nachstehend als "Tc" bezeichnet) von <250°C, vor- 
zugsweise eine solche von 40-120°C besitzen. 

Ferromagnetische Substanzen sind besonders dadurch 
charakterisiert, daB ihr Ferromagnctismus am Curie-Punkt 
unmittelbar in den Paramagnetismus ubergcht Diese spe- 
zielle Eigenschaft kann nun uberraschenderweise zu einer 
raschen und genauen lemperatureinstellung der Magnetpar- 
tikel genutzt werden, indem sich paramagnetische StofTe in- 
folge des drastischen Ah falls der magnetischen Suszeptibili- 
tat in dem hier verwendeten hochfrequenten Wechselfeldbe- 
reich nicht mehr induktiv aufheizen lassen. Das bedeutet 
konkret, die Temperatur des Magnetkolloids oszilliert bei 
eingeschaltetem Magnetfeld nach kurzer Aufheizperiode 
exakt um den Curie-Punkt, der allein durch die Zusammen- 
setzung des Kolloids festgelegt ist. Unter Anwendung die- 
ses Curie-Punkt-Prinzips spielt daher die genaue Einstellung 
des auBeren Magnetfeldes sowie die Zeitdauer der Induktion 
innerhalb der dargelegten grundsatzlich erforderlichen Ba- 
sisleistung und -frequenz weitestgehend eine untergeordnete 
Rolle. 

Die Festiegung der jeweiligen Temperaturen wird in er- 
ster Linie durch die Anwendung im Rahmen der Bioanalytik 
oder medizinischen Applikation bestimmt. 

Als magnetische Substanzen fur den Tc-Bereich <120°C 
kommen eine Reihe von Verbindungen in Frage. Dazu geho- 
ren gemischte Ferrite der allgemeinen Formel Me t . 
x Zn x Fe2P 4 , wobei Me Kobalt, Nickel oder Mangan sein 
konnen. Durch sukzessive Substitution des Zinks durch die 
vorgenannten Elemente konnen samtliche Tc im Bereich 
von 40-250°C abgedeckt werden. 

Speziell fur die auf dem Sektor der DNA-Analytik bzw. - 
Sequenzierung relevanten Temperaturen von >90°C, 
70-75°C und 40-60°C, entsprechend der Denaturierung der 
DNA, der Primer-Elongationsreaktion sowie der Hybridi- 
sierung der Sequenzicrprimer ("annealing") sind folgende 
Mischferrite gceignet: fur den Bereich von >90°C 
Nio,73Zno^7Fe 2 0 4 oder Co 0f 45Zno^5Fe204, fur den Tempera- 
turbereich 70-75°C Coo^Zno^Fe-^ und fflr den Bereich 
4O-60°C z.B. Ni 0 ,75Zni^ 5 Fe 2 0 4 ,'Coo,39Zno i61 Fe204 oder 
Mno,4Zn 0t 38Fe204. Weitere Verbindungen, die die oben gc- 
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fordcrten Bedihgungen erfullen, sind: Li-Fe-Cr-Oxide der gnctpartikel crgcbcn. \fcrteilhafterweise kommen hicrfiir 

allgemeinen Zusammensetzuog Fe^LiyC^ (x = 0,1-0,9, die aUgemein bekannten Verfahren wie Suspensionsvernet- 

y = 0,5), Chromspinelle wie MnCr 2 0 4 (Tc: 77°C) sowie zung ("suspension-crosslinking"), Emulsionspolymerisa- 

MnFe 2 -xCr x O und MgCrFe0 4 (Tc: 50°C). Grundsatzlich in tion, Suspensionspolymerisation oder Ptazipitationsverfah- 

Frage kommen auch Sellen-Erd/Obergangsmetell-Legierun- 5 ren ("Solvent-Evaporations-ProzeB") aus organischer Phase 

gen aus der 2 : 17 Serie, speziell Pr 2 Fe 17 und Er 2 Fe 17 . Eine zu Anwendung. Die Differenzierung zwischen Emulsion 

Feinabstimmung in Richtung hoherer Tc kann dabei in der und Suspension bezieht sich im folgenden durchweg auf die 

Weise vorgenommen werden, daB ein Teil des Eisens dutch verschiedenen PartikelgroBen: Emulsion fur PartikelgroBen 

Kobalt ersetzt werden kann. Auch die als Heuslersche Le- <1 um und Suspension fur solche >1 um. 

gierungen bekannten Verbindungen aus z. B. Mangan, Zinn, io Beim Suspensionsvcrnetzungsverfahren wird eine waB- 

Arsen, Antimon, Bor, Wismut mit Zusatzen von Kupfer er- rige Polymerlosung, in der das magnetische Kolloid disper- 

fullen die geforderten Bedingungen. giert ist, in einer mit Wasser nicht mischbaren Phase (orga- 

Die Herstellung solcher Verbindungen oder Legierungen nische Phase) suspendiert und anschlieBend mit einem ge- 
mit niedriger Tc erfolgt naBchemisch mit Hilfe der Koprezi- eigneten bi- oder trifunktionellen Vernetztcr vemetzt (vgi. 
pitation einer entsprechenden Salzlosung, der Spriihtrock- 15 US-PS 4,345,588 un d PCT Anmeldung EP 9670239). Was- 
nung, der Gefriertrocknung, des Sol-Gel-\ferfahrens oder serldsliche Polymere,die fiir dieses Verfahren vorzugsweise 
der Precurser-Methode. Alternativ lassen sich diese Verbin- in Frage kommen, sind z. B. Serumalbumin, Proteoglycane, 
dungen auch durch einen mehrtagigen MahlprozeB in einer Glykoproteine, Poiyvinylalkohol, Zellulose, Agarose, Dex- 
Kugelmuhle herstellen. Beide Herstellungsweisen wie auch tran, Alginate, Hyaluronate, Starke, Polyhydroxyathylme- 
die Einstellung der TeilchengroBen der vorgenannten Ver- 20 thacrylat Als organische Phase eignen sich Ole wie Paraf- 
bindungen sind allgemeiner Stand der Technik (vgl R. Va- finole, Pflanzenole, Siliconole, Baumwoilsaatol oder organi- 
lenzuela, "Magnetic Ceramics", Cambridge University sche Losungsmittel wie Chloroform, Butanol, Heptanoi, To- 
Press, 1 994, J. Smil und H. P. J. Wijn, "Ferrits", Wiley, New luol, Benzol, Essigester, Hexan, Heptan, Octan sowie Mi- 
York, 1959). schungen derselben. Um die lYopfchengroBe bei dem Sus- 

Neben den magnetischen Eigenschaften der Kolloide und 25 pensionsprozeB in Richtung der fur die analytischen Zwecke 
dem daraus resultierenden Induktionsverhalten, spielt fur bevorzugten kleinen PartikelgroBen von 0,5-5 um zu ver- 
die Anwendung der Magnetpartikei die Art der Polymerma- schieben, werden der Dispergierphase in der Regel 0,3-15 
trix, in die diese eingekapselt sind, eine wesendiche Rolle. Gew.-% Stabiiisatoren, die bevorzugt der Gruppe der Poly- 
Die Polymermatrix muB folgende Bedingungen erfullen: a) oxyathylenaddukte, Polyoxyathyiensorbitoiester, Polyathy- 
chemischeFunktionalitatundb)Biokompatibilitat.Dieche- 30 lenpropylenoxid-Blockcopolymeren, Alkylphenoxypolyat- 
mische Funktionalitat ermoglicht die chemische Kopplung hoxyathanole, Fetmlkoholglycolather-Phosphorsaureester, 
von Bioliganden z. B. in Form von Zcllrezeptoren, Antikor- Sorbitan-Fetlsaureester, Polyoxyathylenalkohole, Polyoxy- 
pem oder Nuklcinsaurcfragmcntcn gemaB den bekannten athylensorbitanfcttsaureester, oder Polyoxyathylensaurcn 
Verfahren zur Bindung von Liganden an lYagermedien. Die angehoren, zugegeben. Die Volumenverhaltnisse von orga- 
Biokompatibilitat errullt die Voraussetzung fur den Einsatz 35 nischer Phase zur Polymer/Magnetkolloid-Phase variieren 
der Magnetpartikei vor allem im diagnostischen und thera- dabei zwischen 10 : 1 und 60 : 1, die der Polymer-Phase zur 
peutischen Bereich. Kolloid-Phase in der Regel zwischen 1 : 0,5 und 1 : 4, vor- 

Polymere, die diesen Anforderungen genugen, gehoren in zugsweise zwischen 1 : 1 und 1 : 3, wobei das Polymer- 
der Regel der Klasse der Hydrogele an, deren Biokompatibi- /Magnetkolloid- Verhahltnis durch die jeweilige Menge des 
litat sich in erster Linie aus dem hohen Wassergehalt 40 Festkorperanteiies im Kolloid bestimmt wird. Dieser liegt in 
(>80%) ableitet. Basis zur Festlegung der Biokompatibilitat, der Regel zwischen 1 und 10 Gew.-% Der Magnetfestkor- 
die im biochemischen Bereich nicht genau definiert ist, sind peranteil im Polymeren betragt vorteilhafterweise 20 bis 60 
die cytotoxischen Eigenschaften der eingekapselten Ma- Gew.-%. Dieser hohe Magnetkolloidanteil, durch den sich 
gnetkolloide. Dazu werden die Magnetpartikei uber einen die erfindungsgemaBen Mittel grundlegend von den her- 
2^eitraum von 24 Stunden mit HeLa- und Endothelzellsus- 45 kommlichen magnetischen Poiymertragern unterscheiden, 
pensionen bei 37°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wird deswegen gewaht, da neben der magnetischen Suszep- 
wird die ZelUntegritat und Zellmorphologie durch Anfarben tibilitat die Effizienz des induktiven Aufheizens, d. h. die bei 
mit Ethidiumbromid/Acridinorange sowie mit Hilfe mikro- vorgegebenen Induktionsbedingungen erzielte Aufheizung 
skopischer Methoden ermittelt (vgl Warring, Antibiotics III bzw. Aufheizrate direkt von der Menge des Magnetanteils in 
141, Springer Verlag, 1975, Darzynkiewicz und Kapuscin- 50 den Partikeln bestimmt wird. Geeignete Vernetzer fur die 
ski, Flow Cytometry and Sorting , Melamed et al. Hrsg., Wi- Polymermatrix sind di- und trifunktionellc Substanzen, die 
ley, S. 291, 1990). Als MaBgabe fiir die Auswahl der betref- mit den funktionellen Gruppen der Matrix (z. B. Hydroxyl-, 
fenden Polymermatrizes wurde eine >95%ige Erhaltung der Carboxyi-, Aminogruppen) reagieren konnen. Geeignete 
Zellintegritat und Zellmorphologie zugrunde gelegt. Poly- Beispiele, die hierfiir in Frage kommen, sind: Aikyidihalo- 
mere, die die obigen Kriterien erfullen, sind vorzugsweise 55 genide, (jlutaraldehyd, Di- und Triisocyanate, Divinylsul- 
Poly- und Oligosaccharide, Polysaecharid-Abkdmmlinge, fon, Bromcyan, Iriallylisocyanurat, Divinylathylenharn- 
wie Hyaluronate, Alginate, Dextran, Agarose, Dextrin, stoff, Epichlohydrin, 2-Chlor-l-memylpyridiniumiodid, 
Starke, Heparin, Hydroxyathylzellulose, weiterhin syntheti- 1,4-Butandioldivinylather, Divinylsuccinat, Divinylglutarat, 
sche Polymerc wie Poiyvinylalkohol, Polyacrylsaure, Poly- DivinyladipaL Die Menge des Vemetzers, die in erster Linie 
urethane, Polyoxyatbylene, Polylactid, Polyglycolid, Poly- 60 durch die Feinheit des Magnetkolloids festgelegt wird, be- 
cyanoacrylate,Polyhydroxyathylmethacrylat sowie Copoly- tragt in der Regel 0,5-10 MoL-%, bezogen auf den Poly- 
mere dieser Substanzen. Ferner kommen Proteine wie z, B. meranteil. Durchweg hohere Vernetzungsgrade sind erfor- 
Gelatine, Casein, Collagen, Albumin, Fibrinogen oder Po- derlich, um im Falle sehr feiner KoUoide ein HerausdifTun- 
lyaminsaurcn in Frage. dieren aus der Matrix zu verhindern. 

Zur Einkapselung der magnetischen Kolloide mit den Po- 65 Analog zum Vemetzungsverfahren in Suspension bietet 

lymeren sind grundsatzlich solche Verfahren an wendbar, die auch die Suspensionspolymerisation die Moglichkeit, die 

die Magnetkolloide vollstandig einzukapseln vermogen und Magnetkolloide in definierter Weise einzukapseln. Dazu 

cntsprcchend isolierte nano- oder mikropartikulare Ma- wird ein wasserlosliches Vinylmonomer in einer mit dem 
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Monomercn nicht mischbaren organischen Phase suspcn- 
diert und anschlieBend unter Zugabe geeigneter Stabilisato- 
ren radikalisch polymerisiert. Verfahren dieser Art sind aus 
derLiteratur bekannt (vgL Paine et al., Macromoiecules, 23, 
3104, 1990, Tuncel et al., J. Appl Polym. Sci., 50, 303, 5 
1993, Takahashi et al., J Polymer Sci., Part A: Polymer 
Chem., 34, 175-182, 1996). Als Monomere kommen was- 
serlosliche Monomere wie z. B. Vinylpyrrolidon, Acryla- 
mid, 2-Hydroxyathyl-methacrylat, Hydroxyathylacrylat, 
Acrylsaure, Methacrylsaure sowie Mischungen derselben in 10 
Frage. Die Dispergierphasen entsprechen durchweg den bei 
der Suspensionsvernetzung angegebenen organischen, nicht 
mit Wasser mischbaren Phasen. Als Suspensionsstabilisato- 
ren kommen in der Regel diesclbcn Stabilisatoren zur An- 
wendung wie beim vorgenannten Vemetzungs verfahren. In- 15 
nerhalb dieser Verfahrenstechnik hat sich fur die Einkapse- 
lung vor allem 2-Hydroxyathylmethacrylat als vorteilhaft 
erwiesen, da das Polymere einerseits die Voraussetzungen 
cines Hydrogels erfullt, andererseils aufgrund seiner chemi- 
schen Struktur hochrunktionell ist Fur die Einkapselung mit 20 
diesem Polymeren haben sich uberraschenderweise Stabili- 
satoren in Form von synthetischen Polymersystemen wie 
z. B. Polymethylmethacrylat, Methacryloyl-Endgruppen 
enthaltendes Polymethylmethacrylat, Polystyrol, Polysty- 
rolderivate oder Polybutadienderivate als besonders vorteil- 25 
haft erwiesen. Die Mengenverhaltnisse von Polymer zu Ma- 
gnetkolloid sind analog zu denen im vorgenannten Vernet- 
zungsverfahren. 

Eine weitere Methode zur Einkapselung der Magnetkol- 
loide leitet sich aus den bekannten Verfahren zur Herstel- 30 
lung von Polymerpartikeln mit Hilfe der Emulsionspolyme- 
risation ab, wie sie fiir Styrol, Methylmethacrylat und Glyci- 
dylmethacrylat beschrieben wurde (vgl. Woods et al., J. 
Paint Techn,, 40, 541-548, 1968, Smigol et al, Angew. Ma- 
kromol. Chem., 195, 151-164, 1992, Okubo und Shiozaki, 35 
Polymer Int., 30, 469-474), 1993). Diese wird vorteilhafter- 
weise entwedcr durch Zugabe anionischer Tenside wie Po- 
lyacryisaure oder Dodecyibenzylsulfonat, nichtionischer 
Tenside wie Alkylphenylpolyathylenglykole oder Polyathy- 
lenglykoltrimethylnonylather, kombinierte Zugabe anioni- 40 
scher und nicht-ionischer Tenside oder aber unter emulga- 
torfreien Bedingungen durchgefuhrt, wobei letztere Verfah- 
rensweise wahlweise in Gegenwart von Natriumchlorid er- 
folgen kann. 

Unter Zugrundelegung dieser Verfahrenstechnik konnte 45 
nun uberraschenderweise gezeigt werden, daB durch Zugabe 
von lipophilen oder semi-lipophilen Tensiden stabilisierte 
Magnetkolloide zur Emulsionspolyraerisationsansatz diese 
in die sich bildenden Polymerpartikel eingekapselt werden. 
Geeignete oberflachcnaklive Substanzen sind solchc, die ei- 50 
nen HLB-Wert (Hydrophilic-Lipophilic-Balance, siehe 
Griffin, J. Soc. Cosmetic Chemists, 5, 249-255, 1954) von 
1-12 aufweisen. Beispiele hierfur sind: Polyathylenpropy- 
lenoxid-Blockcopolymere, Alkylphenoxypolyathoxyatha- 
nole, Polyoxyathylenalkohole, Polyoxyathylen-sorbitanfett- 55 
saurester, Sorbitanfettsaureester. 

Folgende Reaktionsansatze haben sich als geeignet erwie- 
sen: Monomerkonzentration 0,7-5,2 Mol/Liter, Initiator- 
konzenlration 1-10 inMol/Liler, Stabilisalorkonzentration 
0,1-80 mMol/Liter; die Natriumchlorid- Konzentration 60 
kann wahlweise bis zu 20 mMol/Liter betragen. Diese An- 
satze liefern Magnetpartikel mit PartikelgroBen zwischen 
0,4 und 8 urn. 

Zur Herstellung der Magnetpartikel nach dem Solvent- 
Evaporations-ProzeB, der eine spezielle Methode innerhalb 65 
der Prazipitationstechnologie darstellt, geht man in der Re- 
gel von einem Zweiphasensystem aus, das aus einer mit 
Wasser nicht mischbaren organischen Polymerphase und ei- 
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nem waBrigen DispcrsionsmiUel bestcht Dabci wird die li- 
pophile Polymerphase, in der zunachst das Magnetkolloid 
dispergiert wird, unter definierten Ruhrbedingungen in der 
waBrigen Phase suspendiert. Durch den Kontakt mit der 
waBrigen Phase fallt das Polymere unter Verdampfen des 
Losungsmittels in Form isolierter Partikel aus. Erfahrungs- 
maBig konnen mit Hilfe der Riihrgeschwindigkeit sowie 
durch Zugabe von oberflachenaktiven Substanzen sowohl 
zur organischen als auch zur Dispersionsphase die Partikel- 
groBen im Bereich von 1-250 um variiert werden. Alterna- 
tiv laBt sich die organische Polymerphase auch mit Hilfe ei- 
ner Spruhvorrichtung in die hydrophile Phase eintragen. 
Spruhsysteme und Verfahren dieser Art sind allgemeiner 
Stand der Technik (vgl. Iwata und McGinity, J. Microencap- 
sulation, 9, 201-214, 1992; Thoma und Schlutermann, Phar- 
mazie, 47, 115-119, 1991). Polymere, die sich fur ein sol- 
ches Herstellungsverfahren eignen, sind grundsatzlich sol- 
che Polymere, die in organischen Wsungsmitteln, nicht aber 
in waBrigem Milieu loslich sind. Beispiele hierfur sind: Po- 
lystyrol, Poly(lactid-co-glycolid), Polymethacrylat, Poly- 
amide, Polyester, Polyvinylather, Polyvinylacetale, Polyvi- 
nylketone, Polyvinylhalogenide, Polyvinylester oder Poly- 
carbonate. Geeignete Losungsmittel fur diese Polymeren 
sind erfahrungsgemaB z. B.: Dimethylformamid, Dimethyl- 
sulfoxid, Trifluoressigsaure, TrifluorathanoL, Phosphorsau- 
reuisdimethylamid, Dioxan, Tetrahydrofuran, Ester, Pyri- 
din, halogenierte Kohlenwasserstoffe sowie aromatische, 
halogcnicrte und nicht halogenierte Verbindungen. Die Vo- 
lumenverhaltnisse der waBrigen Phase zu der organischen 
Polymerphase, die in der Regel 1-10 Gew.-% Polymer ent- 
halt, betragt durchweg 10-30 : 1. 

Die umgekehrte Verfahrensweise, ein im waBrigen Me- 
dium losliches Polymer durch Dispergieren in einer lipophi- 
len Phase (vorzugsweise Ole oder chlorierte Kohlenwasser- 
stoffe) und anschiieBende Zugabe eines organischen, mit 
Wasser mischbaren Nicht-Losemittels (z. B. Aceton, Metha- 
nol, Athanol) auszufallen, fuhrt in Analogic zur vorgenann- 
ten Verfahrensweise auch zu definierten Kolloid-Einkapse- 
lungen. Geeignete Polymersysteme, die hierfur in Frage 
kommen, sind l-10%ige waBrige Losungen aus beispiels- 
weise Polyvinyl alkohol, Polyacrylsaure, Polysacchariden, 
Polysaccharidderivaten, Polyhydroxyathylmethacrylat oder 
Proteinen. 

Die Kopplung der fur die Bioanalytik relevanten Ligan- 
den wie Oligosaccharide, Glykoproteine, Avidin, Biotin, 
Lektine, Antikorper, Antigene, DNA- oder RNA-Fragmcnte 
an die polymerbeschichteten Magnetkolloide erfolgt nach 
den bekannten Verfahren zur Immobilisierung von Bioligan- 
den an polymere TVager (vgl. "Methods in Enzymology", 
Mosbach Hrsg, Vol 135 Part B, Academic Press, 1987, 
S. 3-169). Als Kopplungsmedien kommen solchc Agenzicn 
in Frage, die sich bei der Praparation von Affinitatsharzen 
bewahrt haben wie z. B. Bromcyan, Carbodiimide, Hexa- 
methylendiisocyanat, Tosylchlorid, TVesylchlorid, 2-Fluor- 
l-methyl-pyridinium-toluol-4-sulfonat, Epichlohydrin, N- 
Hydroxysuccinimid, Chlorcarbonat, Isonitril, Hydrazid, 
Glutaraldehyd, l,r-Carbonyl-diimidazol, 1,4-Butandiol-di- 
glycidylather. Besonders giinstig sind dariiber hinaus die 
Kopplungen der Bioliganden uber sogenannte Spaccr-Mole- 
kule, hetero-bifunktionelle, reaktive Verbindungen, die so- 
wohl mit den funktionellen Gruppen der Matrix (Carboxyl-, 
Hydroxyl-, Sulfhydryl-, Aminogruppen) als auch mit dem 
Bioliganden eine chcmische Bindung eingehen konnen. 
Beispiele hierfur sind: Succinirnidyl«4-(N-maleiimidome- 
thyl)-cyclohexan- 1-carboxylat, 4-Succinimidyloxycarbo- 
nyl-a-(2-pyridyldithio)toluol, Succinirmdyl-4-(p-maleimi- 
dopheny l)butyrat, N-Y-Maleimidobutyryloxysuccini mide- 
stcr, 3-(2-Pyridyldithio)propionylhydrazid, Sulfosuccinimi- 
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dyl-2-(p-azidosalicylainido)athyl-l,3'-dithiopropionat (vgl. 
Ullmanns Encyclopadie der Tecbnischen Chemie, 4. Auf., 
Bd. 10, und G.T. Hermanson, "Bioconjugate Techniques", 
Academic Press, San Diego, 1996). 

Aus dem den erfindungsgemaBen Mitteln zugrundelie- 5 
genden kombinatorischen Prinzip der Affinitatsbindung und 
des induktiven Aufheizens, eroffnen sich Anwendungen, 
deren Breite den herkommlichen Mitteln durchweg ver- 
schlossen bleibt. Dies betreffen vor allem die Dekontamina- 
tion von Pathogenen bzw. infcktiosen Keimen in biologi- 10 
schen Fliissigkeiten (z. B. Blut, Plasma, Serum, Blutkonser- 
ven). Es lassen sich so Viren, z. B. Hepatitis- Viren oder das 
"Human Immunodeficiency Virus" (HIV), daruber hinaus 
Baktericn, Pilzsporen oder auch tierische Proleine, die im 
Zuge einer Impfserumentwicklung grundsatzlich mitanfal- 15 
len und zu allergischen Reaktionen fuhren konnen, selektiv 
entfernen, indem die Magnetpartikel nach Bindung der Pa- 
thogene induktiv auf vorzugsweise 70-1 00°C aufgeheizt 
werden, die die betreffenden Keime abtoten bzw. weitcstge- 
hend inaktivieren. Im Bereich der medizinischen Therapie 20 
ergibt sich femer die Moglichkeit, Medikamente in die poly- 
meren Magnetpartikel miteinzukapseln ("drug-depot"), die, 
im Korper verabreicht, durch die induktive Aufheizung kon- 
trolliert in den Korper abgegeben werden konnen, indem die 
Polymermatrix auf Temperaturen oberhalb der Glastempe- 25 
ratur aufgeheizt werden, aus der eine verstarkte Medika- 
mentenfreigabe resultiert. 

Das wesentliche Merkmal der erfindungsgemaBen Mittel 
besteht darin, die eingekapselten Magnetkolloide mil Hilfe 
eines auBeren Magnetfeldes auf definierte Temperaturen im 30 
Bereich von vorzugsweise 40-1 20°C aufzuheizen. Ziel da- 
bei isl es, bcslimmte auf der Polymermatrix immobilisierte 
Biomoiekule bzw. Bioliganden im Rahmcn spczieller Um- 
setzungen oder bioanalytischer Verfahren in eine aktive 
Form zu uberfuhren, die bei Normaltemperatur nicht oder 
nur bedingt realisiert werden kann. Beispiele fur solche Um- 
selzungen bzw. Anwendungen, die bei hohcren Temperatu- 
ren ablaufen bzw. moglich sind, sind die Isomerisierung von 
Glucose-Syrup zu Glucose und Fructose mittels Glucoseiso- 
merase, eine Reaktion, die erst merklich bei 60°C ablauft so- 
wie die DNA-Sequenzierung mit Hilfe der Taq DNA-Poly- 
merase, einem hochprozessiven Enzym des Bakteriums 
thermus aquaticus, das erst oberhalb 70°C aktiv wird. Ein 
weiteres Beispiel ist die Auftrennung von DNA-Doppel- 
strangen bei >90°C (Denaturierung), eine Methode, die 
ebenfalls zur DNA-Sequenzierung z. B. im Rahmen der me- 
dizinischen Diagnostik zur Bestimmung von Krankheitser- 
regem (Viren, Bakterien, Pilzsporen) eine zunehmend wich- 
tige Rolle spieit. 

Aufgrund der Kombination einer affinen Bindung und des 
induktiven Aufheizens lassen sich die erfindungsgemaBen 
Mittel uberraschenderweise im klinisch-medizinischen Be- 
reich einsetzen, urn z, B. pathogene Keime im potentiell in- 
fektiosen Stoffen zu beseitigen. Zu diesem Zweck werden 
an die Magnetpartikel Rezeptormolekule bzw. Bioliganden 
gekoppelt, die mit dem Pathogen eine komplementare Bin- 
dung eingehen konnen. Nach der Bindung des Pathogens an 
die Magnetpartikel werden diese in einem externen, hoch- 
frequentcn Magnetfeld induktiv auf solche Temperaturen 
aufgeheizt, die das Abtoten des jeweiligen Infektionskeimes 
vermogen. Durch die spezifische Bindung Magnetpartikei- 
Pathogen ist gewahrteistet, daB die Erhitzung auf die Ma- 
gnetpartikel und dcmzufolge auf die von den Magnetparti- 
kcln gebundcnen pathogenen Substanzen beschrankt bleibt. 
Die ubrigen Bestandteile der Filissigkeit werden dabei prak- 
tisch nicht mitaufgeheizt. Die vorgenannte Verfahrensweise 
kann beispielsweise zur Beseitigung bestimmter Viren im 
Blut oder Blutkonservcn, z. B. Hepatitis- Viren, HI- Viren 
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(Human Immunodeficiency Virus) genutzt werden. Dazu 
werden virusspezifische Antikorper an die Magnetpartikel 
chemisch gekoppelt. Der Magnetpartikel-Pathogen-Kom- 
plex wird anschlieBend induktiv auf 80-120°C fur kurze 
Zeitintervalle (< eine Minute) erhitzt, eine Behandlung, die 
zur weitgehenden Inaktivierung der entsprechenden Viren 
geeignet ist. 

Ein weiteres Einsatzgebiet fur die induktiv aufheizbaren 
Magnetpartikel stellt das Gebiet der Separationstechnologie 
dar, hier im besondcren die Affinitatstrenntechnik. Bei die- 
ser Art der Auftrennung spieit neben der Auswahl geeigne- 
ter Affinitatsliganden, die die Selekti vital des Verfahrens be- 
stimmU vor allem auch das Elutionsverhalten des Affinitats- 
mediums eine enlscheidcnde Rolle fur die Effizienz der Se- 
paration. In der Regel werden hierfur bestimmte Pufferlo- 
sungen haufig unter Zugabe eines chaotropen Salzes, z. B. 
Natriumrhodanid, verwendet, deren Molaritat und pH-Werte 
sorgfaltig ausgewahlt werden mussen, um eine weitgehend 
vollstandige Elution des Analyten unter Beibehaltung der 
biologischen Aktivitat ermoglichen zu konnen. Die Anwen- 
dung der erfindungsgemaBen Magnetpartikel eroffnet hier 
uberraschenderweise eine neue Perspektive, die Elution der 
Analyten sehr viel effizienter zu gestalten. Infolge der in- 
duktiven Aufheizung der Magnetpartikel kommt es zu einer 
Schwachung der Bioliganden-Analyt-Bindung, die unter 
Vermeidung der sonst rigiden Elutionsbedingungen eine 
leichtes Ablosen des Analyten von der stationaren Phase be- 
dingen. Dieses neuartige Elutionsprinzip ist besonders vor- 
teilhaft im Bereich der Avidin bzw. Streptavidin-Biotin- 
Technik anwendbar. Die hohe Affinitat zwischen Avidin und 
Biotin wird in zunehmendem MaBe in der biochemischen 
und molekularbiologischen Analytik genutzt, um beispiels- 
weise im Bereich der DNA-Sequenzierung, DNA-Detek- 
tion, des Hybridisierungsassays, der Zellseparation oder des 
35 Enzymassays durchzufuhren. Hierbei wird die extrem hoch- 
affine Bindung zwischen Avidin und Biotin (Kd<10" 15 ) in 
der Weise genutzt, daB an die Avidin-gekoppelte Feslphase 
biotinylierte Analyten z. B, in Form von DNA-Sonden bzw. 
Oligonukleotiden gebunden werden, die sich in einfacher 
40 Weise aus einem Substanzgemisch isolieren lassen. Das 
grundsatzliche Problem bei alien Avidin-Biotin-Separatio- 
nen ist, daB aufgrund der extrem hohen Bindungskonstanten 
eine Elution des Biotin-Analyten ohne Desaktivierung des 
Avidins und des Analyten praktisch nicht moglich ist. Es hat 
45 sich nun uberraschenderweise gezeigt, daB durch induktives 
Aufheizen der Avidin- gekoppelten Magnetpartikel eine Elu- 
tion der biotinylierten Analyten moglich wird. Dazu werden 
die Magnetpartikel in der Regel auf 50-70°C induktiv auf- 
geheizt und simuitan mit einem 0.5-1 M NaCl und/oder 
50 40-60% Alhylenglykol enthaltenden 0.1 M Glycin-NaOH- 
Puffer, pH 8.5-10, z. B. eluicrt. 

In eine analoge Richtung wie die Pathogenbeseitigung 
zielt eine andere Anwendung, bei der es darum geht, Impf- 
seren, die aus Heren gewonnen werden, in hoherer Reinheit 
55 zu gewinnen. Das generelle Ziel ist dabei, die nach der Im- 
munisierung der Tiere gewonnenen Antiseren moglichst 
weitgehend von tierischen Begleitsubstanzen wie Antikor- 
pern zu befreien, die potentiell allergen wirken konnen. Zur 
Entfernung speziell lierischer Antikorper werden gegen das 
60 Fc-Fragment des Antikorpers gerichtete Sekundarantikorper 
an die Magnetpartikel gekoppelt, Nach entsprechender In- 
kubation der anti-Fc-IgG beschichteten Magnetpartikel iiber 
eincn Zeitraum von, je nach Serumvoloumen, 15-30 Minu- 
ten werden die Magnetpartikel in Intervallcn (< eine Mi- 
65 nute) induktiv gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren 
liber einen Gesamtzeitraum von 10 Minuten auf Temperatu- 
ren von 60-80% aufgeheizt. Diese Behandlung reicht in der 
Regel aus, um >90% der Nebenbestandteile tierischen Ur- 
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sprungs zu inaktiviercn. 

Die erfindungsgeinafien Mittel und Verfahren werden im 
folgenden anhand einiger Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 5 

Mit 4,5 g Vinylaeetat, dem 0,01 g Polyathylenoxid (Mol- 
masse 3000), 0,15 g Triallylisocyanurat, 0,05 g Benzoylper- 
oxid und 3 ml Magnetit Kolloid DHYS 1 (Liquids Research, 
Wales) zugesetzt sind, wird in 50 ml Wasser, das 25 Gew.-% 10 
NaCl enthalt, unter Stickstoff-Atmosphare 12 h bei 60°C 
eine Suspensionspolymerisation durchgefuhrt. Es fallen ma- 
gnetische, perlformige Polymere mit einem Teilchendurch- 
messer von 4-8 um und einem Magnetit-Gehalt von 32 
Gew.-% an. Das Produkt wird nach entsprechendem Zentri- 15 
fugarionsschritt mehrfach mit Wasser gewaschen. Die an- 
schlieBende 20stiindige Hydrolyse zum Polyvinylalkohol 
erfolgt mittels 20%iger NaOH bei Raumtemperatur, der 
mehrere Waschschritte mit Wasser folgen. 0,1 g des anfal- 
lenden, getrockneten Produktes werden mit 2 ml 3 M NaOH 20 
und 1 ml Epichlorhydrin versetzt und 2 h bei 60°C aktiviert. 
AnschLieBend wird das Produkt abwechselnd mit Wasser 
und Aceton mehrfach gewaschen; dem folgt die TYocknung 
im Vakuum. Das Epoxidaquivalent betragt 183 uMol/g TYa- 
ger (ermittelt nach Sundberg und Porath, J. Chromatogr., 90, 25 
89, 1974). 0,05 g des Epoxytragers werden mit 0,5 ml 0,1 M 
Bicarbonat-Puffer, pH 9,8, in der 10 ug DNA (850 bp), die 
zuvor nach einem von Chu und Orgel, DNA, 4, 327, 1985, 
beschriebenen Verfahren am 5-Ende amino-modifiziert 
wurde, fur 24 h bei 35°C inkubiert. Die Probe wird anschlie- 30 
Bend mehrfach mit Wasser gewaschen. Die Kopplungsaus- 
beutc betragt 43% (photometrisch im Oberstand gemessen). 
Um die gekoppeltc DNA nach den bekannten Mcthoden 
(siehe "Advances in Biomagnetic Separation", Uhlen et al. 
Hrsg, Eaton Publishing Co., 1994) fur die Genanalyse nut- 35 
zen zu konnen, werden die Magnetpartikel in einem Ma- 
gnctfeld (5 Spulenwindungen, Spulendurchmesser 5 cm, 
Spulentrager 12 cm) bei einer Frequenz von 500 kHz und 
einer Magnetfeldstarke von 11 kA/m fur 2 Minuten induktiv 
aufgeheizt. Die hybridisierte, immobilisierte DNA wird 40 
hierdurch in die beiden Doppelstrange aufgetrennt, die 
durch Anlegen eines Neodym-Eisen-Bor-Handmagneten 
abgetrennt werden kann. Die weiteren Analysenschritte er- 
folgen entsprechend den bekannten Verfahren fur die DNA- 
bzw. Genanalytik. 45 

Beispiel 2 

Eine Mischung bestehend aus 45 ml 2-Butanol und To- 
luol (55 : 45 Gcw.-%), 9,6 ml unter Suckstoff deslilliertem 50 
2-Hydroxyathyl-methacrylat, 0,95 g Polymethylmethacry- 
lat (MW 2.2 x 10 5 ), 4,2 ml mit Polyvinylpyrrolidon (MW 
20,000) stabilisiertes Magnetit-Kolloid (hergestellt nach 
Tiefenauer et al., Bioconjugate Chem., 4, 347-352, 1993) 
und 0, 1 8 g 2,2'-Azobis(isobutyronitril) wird iiber einen Zeit- 55 
raum von 30 Minuten durch einen Stickstoffstrom entliiftet. 
AnschlieBend wird das Gemisch unter Eisklihlung und 
Stickstoffatmosphare fttr 4 Minuten mit Ulltraschall behan- 
dclt (Bandelin Sonoplus Homogenisator GM 200, 200 W, 
20 kHz). Danach erfolgt die Polymerisation unter Ruhren 60 
(250U/min) bei 70°C iiber einen Zeitraum von 7 Stunden. 
Das Polymerisat wird sodann vom Oberstand magnetisch 
abgetrennl und mehrfach mit Toluol, Aceton und schlieBlich 
mit Wasser gewaschen. Es fallen Polymerperlcn mit einer 
KorngroBe von 3-5 um an; der Magnetitanteil betragt 36 65 
Gew.-%. Eine 40 Gew,-%ige wUBrige Suspension dieser 
Partikel wird in einem Magnetfeld gemaB Beispiel 1 in vier 
Minuten auf 65°C aufgeheizt. 
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0,2 g des iiber P 2 0 5 im Vakuum getrockneten Produktes 
werden mit je einem ml absolutem Dimethylformamid, in 
dem 0,6 mMoi 4-Dimethylaminopyridin und 0,5 mMol 2- 
Huor-l-memyl-pyridinium-toluol-4-sulfonat, gelost sind, 
versetzt und 45 min bei Raumtemperatur aktiviert Das Pro- 
dukt wird mehrfach abwechselnd mit Dimethylformamid 
und Aceton gewaschen sowie zweimal mit 0,05 M Bicarbo- 
nat-Puffer, pH 9,2. 100 ug anti-Tumor Necrose Faktor a 
(TNFa) Antikorper, gelost in einem ml des Waschpuffers, 
werden sodann durch Inkubation iiber einen Zeitraum von 
24 h bei Raumtemperatur an den Trager gebunden. Kopp- 
lungsausbeute 64%. Zur Desaktivierung wird der Trager 
mehrfach mit 0,1 M Tris-HCl-Puffer, pH 8,4, gewaschen 
und anschlieBend 12 h in 0,1 M Tris-HCl-Puffer/5% Glyce- 
rin, pH 7,5, inkubiert. 

Der so gewonnene Trager wird zur Inaktivierung von 
TNFa, einem Pathogen, das ein starker Mediator fur den 
septischen Schock ist, verwendet, indem der Trager mit Blut 
oder Serum in Kontakt gebracht wird und nach Bildung des 
TNFa durch einminutige Induktionsintervaile iiber einen 
Zeitraum von 10 min. induktiv aufgeheizt wird. 

Beispiel 3 

0,1 g induktiv aufheizbare Magnetpartikel, die gemaB 
Beispiel 2 hergestellt wurden, werden mit 0,1 g Bromca- 
pronsaure, das in 2 ml 3 N NaOH gelost ist, fur 2 h bei 70% 
umgesetzt Es folgt mehrfaches Waschen mit Wasser unter 
Zuhilfenahme eines jeweils magnetischen Abtrennschrittes. 
Der Trager wird sodann zweimal mit 0,005 M HC1 gewa- 
schen und anschlieBend mit 1 ml 0,1 M Morpholino-athan- 
sulfonsaure-Puffer (MES), pH 4,2, in dem 20 mg N-Cyclo- 
hexyl-N'-(2-morpholinoathyl)-carbodiimid-methyl-p-tolu- 
olsulfonat gelost sind, fur 30 min. inkubiert. Nach der Akti- 
vierung wird der Trager fiinfmal mit Eiswasser gewaschen 
und sodann mit einem ml 0,05 M Bicarbonat-Puffer, pH 8,6, 
der 0,03 mg gelostes Streptavidin enthalt, uber 24 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Kopplungsausbeute 31% 
(ermitttelt) nach Lowry et al, Biol. Chem., 193, 2654, 1951). 

Der so gewonnene Trager ist in der Lage, biotinylierte 
DNA-Einzel- oder Doppelstrange zu binden, die nach den 
bekannten Methoden in der Genanalytik zur Sequenzierung 
benutzt werden konnen, 

Beispiel 4 

2 ml einer 20 Gew.-%igen wafirigen Gelatinelosung wer- 
den mit 150 mg Nio^Zno,76Fe2C>4 (Teilchengrofie 
30-80 nm, Tc = 75°Q versetzt und die Dispersion in 60 ml 
einer 5 Gew.-% enthaltenden Sorbitan-monooleat enthalte- 
nen Tbluol/Ghloroform Mischung (40 : 60 Gew.-%) einge- 
tragen. Nachdem durch Einleiten eines. Argonstromes fur 
10 min. der Luftsauerstoff entfernt wurde, wird die Mi- 
schung unter Eiskuhlung 2 min. gemaB Beispiel 2 mit Ultra- 
schall behandelt und anschlieBend in einer 350 ml vorge- 
kiihlten Toluol/Chloroform/Sorbitan-monooelat Mischung 
entsprechend obiger Zusammensetzung unter Ruhren 
(lOOOU/min) eingetragen. Die Vemetzung der Gelatine- 
Ferrit-Tropfchen geschieht durch anschlieBende Zugabe von 
50 ml Giutaraldehyd-gesattigtem Toluol. Die Vemetzung 
wird unter Ruhren bei 0°C tiber einen Zeitraum von 4 h 
durchgefuhrt. Danach wird mehrfach mit Isopropanol, 
50%iger wafiriger Acetonlosung und schlieBlich dreirnal mit 
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 7,5, gewaschen. Es wer- 
den Magnetpartikei mit einer TeilchengrbBe von 2-5 um 
und einem Magnetkolloidanteil von 33 Gew.-% erhalten. 
Die gewonnenen Teilchen lassen sich in dem gemaB Bei- 
spiel 1 beschriebenen Magnetfeld innerhalb einer Minute 
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auf konstant 75°C aufheizen. 

Die Aktivierung der Magnetpartikel mit 2 ml 0,1 M Ka- 
lium-Phosphat-PufFer, pH 8, der 12% Glutaraldehyd enthalt, 
erfolgt fur 4h bei Raumtemperatur, der sich intensive 
Waschprozesse mit Wasser uber einen Zeitraum von ca, ei- 
ner Stunde anschlieBen. 

An die Glutaraldehyd aktivierten Trager konnen nach den 
bekannten Verfahren spezifische, gegen Viren gerichtete 
Anrikorper durch mehrstundige Inkubation in einem 0,05 M 
Kalium-Phosphat-Puffer, pH 7,5-8,5, kovalcnt gebunden 
werden. Induktives Aufheizen der Magnetpartikel uber ei- 
nen Zeitraum von 10 min. bei 75°C fuhrt zur Inaktivierung 
der Viren. 

Beispiel 5 15 

In eine gemaB Beispiel 4 hergestellte Gelatine-Suspen- 
sion werden 140 mg eines Nickel-Zink-Ferrites mit der Zu- 
sammensetzung Nio.-nZno^F^fy (TeilchengroBe 
40-70 nra, Tc = 95°C) eingetragen und anschlieBend mit 
Glutaraldehyd vemetzt. Die so erhaltenen Magnetpartikel 
lassen sich unter den in Beispiel 1 dargeiegten magnetischen 
Wechselfeldbedingungen innerhalb einer Minute auf kon- 
stant 95°C aufheizen. 50 mg des so erhaltenen Tragers wer- 
den entsprechend obigem Beispiel mit 12%iger Glutaralde- 
hyd-Losung umgesetzt und anschlieBend mit Wasser gewa- 
schen. An den aktivierten Trager werden durch zehnstun- 
dige Inkubation bei 30°C 5 ug am 5'-Ende amino-modifi- 
zierte DNA, die gemaB Beispiel 1 hergestellt wurde, gekop- 
pelt. Die Ausbeute betragt 46%. 

Die immobilisierten DNA-Doppelstrange lassen sich 
durch dreiminutige Induktion bei 95°C gemaB Beispiel 1 in 
die Einzelstrangc auftrennen, die sodann der herkommli- 
chen, weiteren Genanalyse zuganglich sind. 

Beispiel 6 

Ein von Pulfer und Gallo (In: "Scientific and Clinical 
Application of Magnetic Carriers", Hafeli et al. Hrsg., Ple- 
num Press, New York, S. 445, 1997) beschriebenes Verfah- 
ren zur Herstellung von magnetischen Tragern wird in mo- 
difizierter Weise wie folgt benutzt: 4 ml einer 25 Gew.- 
%igen waBrigen Dextranlosung (mittlere Molmasse 40.000) 
wird mit 1,2 ml 10 M NaOH versetzt und 3 ml einer waBri- 
gen MnZnFerrit-Emulsion (BASF, TeilchengroBe ca. 
12 nm) zugesetzt. Die Mischung wird fur 2 min. gemaB Bei- 
spiel 2 unter Eiskuhlung mit Ultraschall behandelt. Die Mi- 
schung wird sodann mittels einer Spritze in 80 ml herkomm- 
lichem Baumwollsaatol, das 0,3 g Polyoxyathylen-Sorbi- 
tan-Monooleat enthalt, eingespritzt und nochmals fiir 3 min. 
bei 0°C uitrabeschallt. Unter Ruhren (2000U/min) werden 
200 ml Ather, in dem 4 g Bromcyan gelost sind, zugegeben. 
Nach 15 min. werden die Magnetpartikel kurz abzentrifu- 
giert und mehrfach mit Ather und Athanol abwechselnd ge- 
waschen. Die gewonnenen Partikel weisen eine GroBe von 
2-5 um und einen Magnetanteil von 26 Gew.-% auf. Durch 
Anlegen des magnetischen Wechselfeldes gemaB Beispiel 1 
konnen die Magnetpartikel innerhalb von 2 min, auf Tempe- 
raturen >100°C aufgeheizt werden. 

0,1 g der erhaltenen Dextranpartikel werden anschlieBend 
mit 2 ml 0,2 M Bicarbonat-Puffer, pH 11,3, in dem 10% 
Bromcyan gelost sind, fur 15 min. aktiviert. Nach mehrma- 
ligcm Waschen mit Wasser und dem Aklivicrungs-PufFer 
wird der Trager fur 10 h in 2 ml 0,2 M Bicarbonat-Puffer, 
pH 9,0, der 20 Gew.-% Aminocapronsaure enthalt, bei 4°C 
inkubiert. Der mehrfach mit Wasser gewaschene, carbox- 
ylierte TYager wird zweimal in 0,005 M HCl inkubiert, ein- 
mal mit Wasser nachgewaschen und sodann mit 2 ml 20 mg 



N-Cyclohexyl-N , -(2-morpholinoalhyl)-carbc<liimidmethyl- 
p-toluolsulfonat enthaltendem 0,1 MES Puffer, pH4,2, fur 
30 min. bei Raumtemperatur aktiviert Es wird funfmal mit 
Eiswasser gewaschen, gefolgt von einer 24stundigen Inku- 
5 bation eines 2 ml 10 ug Streptavidin enthaltenden 0,05 M 
Phosphat-Puffers, pH 8,5. Die Kopplungsausbeute betragt 
67%. 

Der so gewonnene Trager bindet biotinylierte DNA-Frag- 
mente, die mit Hilfe eines 1 M NaCl enthaltenden 0,1 M 
10 Glycin-NaOH-Puffers, pH 9,0 in Verbindung mit mehrmali- 
gem, kurzem induktivem Aufheizens (<1 min.) weitgehend 
quantitativ eluiert werden konnen. 



Beispiel 7 



0,05 g nach Beispiel 6 hergestellter Dextran-Trager wer- 
den mit Bromcyan und N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholino- 
amyl)-carbodiimid-methyl-p-toluolsulfonat gemaB obiger 
Darstellungs weise akiviert und mit I ml 0,05 M Phosphat- 
20 Puffer, pH 8,5, in dem 10 ug eines gegen das Bakterium 
Mycobacterium Tuberculosis gerichteten Antikdrpers gelost 
sind, 30 h bei 4°C inkubiert. Die beschichteten Trager sind 
in der Lage, Tuberkulose Bakterien zu binden, die anschlie- 
Bend durch eine dreiminutige Induktion gemaB Beispiel 1 
25 inaktiviert werden. 

Beispiel 8 

20 ml einer 2%igen waBrigen Na-Alginatlosung (MW 
30 70.000), die 0,l%ige Polyvinylalkohol (MW 22.000) ent- 
halt, werden mit 150 mg Magnetit (TeilchengroBe 
8-15 nm), das nach der Vorschrift von Kang et al. (Chem. 
Mater., 8, 2209, 1996) hergestellt wurden, versetzt und 
3 min. unter Eiskuhlung mit Ultraschall behandelt. Nach ei- 
35 nem zweiminutigem IntervaU unter standiger Kuhlung wer- 
den 50 ug Insulin (MW 5777, 25 E/mg) zu der Suspension 
gegeben, die sodann nochmal fur zwei min. unter Kuhlung 
beschallt wird. Die Mischung wird sodann in 220 ml Sili- 
conol (Viskositat 20 °c : 100 mPa ■ s), in dem 10 VoL-% Poly- 
40 athylenpolypropylen-Blockcopolymeres (Pluronic® 6200) 
gelost sind, unter kurzem Ruhren eingetragen und danach 
dreimal fur je eine Minute mit jeweils einer Minute Intervall 
unter standigem Kuhlen beschallt. Die Mischung wird da- 
nach intensiv geriihrt (3000U/min). Nach 10 Sekunden 
45 werden 40 ml einer 0,2 M CaClo-Losung zugetropft und die 
Suspension nach crfolgter Zugabe der CaCl2-L6 sun g Tur 
eine Minute weitergeriihrt Der Polymertrager wird sodann 
durch kurzes Abzentrifugieren von der Dispergierlosung ab- 
getrennt. Dem folgt mehrmaliges Waschen mit einer 
50 10%igen NaCl-Losung und einer Phosphat-gepufTerten 
Salzlosung, pH 7,2. Es werden 4-12 um groBe Magnetparti- 
kel erhalten, die eine Insulin-Einkapselungsausbeute von 
>60% aufweisen. Eine 50 Gew.-%ige waBrige Suspension 
der Teilchen laBt sich innerhalb von 10 min. in dem in Bei- 
55 spiel 1 beschriebenen Hochfrequenzfeld auf Tbmperaturen 
von >50°C aufheizen. 

Die Magnetpartikel konnen als Medikamentendepot ver- 
wendet werden, wobei sich durch das induktive Aufheizen 
die Insulinabgabc in Abhangigkeit von der Tbmperatur und 
60 Heizdauer um den Faktor 1,5-2 beschleunigen laBt. 

Beispiel 9 

10 mi einer 10%igen Starkelosung werden bei 90°C mit 
65 350 mg Polyvinylpyrrolidon (MW 15 000) stabilisiertem 
MnCr 2 0 4 (TeilchengroBe 30-85 nm, Tc = 77°Q versetzt 
und 3 min. mit Ultraschall gemaB Beispiel 2 behandelt. Die 
Mischung wird sodann in 100 ml auf 80°C vorgcheiztes 
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Pflanzenol, das 4 ml eines Polyathylenpolypropylen-Block- 
copolymeren (Pluronic® 6100) enthalt, eingeriihrt 
(2000 U/min). Nach 2 min. wird die Mischung mit Hilfe ei- 
nes Eisbades unter Riihren abgekiihlt. Es fallen feste 1-4 um 
grofie Partikel mit einem Magnetanteil von 31% an, die 5 
durch abwechselndes Suspendieren in Eiswasser und 50% 
waBriger Acetonlosung mehrfach gewaschen werden. Das 
im Vakuum getrocknete Produkt wild anschlieBend mit 3 ml 
Epichlorhydrin und 5 ml 4 M NaOH fur 2 h bei 55°C ver- 
netzt. Dem schlieBt sich intensives, abwechselndes Waschen to 
mit Wasser und waBriger Acetonlosung an. Um restliche 
Oxirangruppen zu entfernen, erfolgt eine 24sttindige Inku- 
bation des Tragers in 0,1 M Tris-HCl-Puffer, pH 8,5. Nach 
mehrmaligein Waschen mit Wasser und 0,1 M Bicarbonat- 
Puffer, pH 11,3, werden 100 mg der zuvor im Vakuum ge- 15 
trockneten Magnetpartikel durch eine 15minutige Umset- 
zung mit 30 mg Bromcyan in 2 ml 0,1 M Bicarbonat-Puffer, 
pH 1 1,3, bei Raumtemperatur aktiviert Nach mehrmaligem 
Waschen mil dem Aktivierungspuffer und Wasser wird 
durch zwolfstundige Inkubation von 1,5 ml 20 ug anti- 20 
CEA-Antikorper (Carcinoembryonales Antigen) enthalten- 
dem 0,1 M Bicarbonat-Puffer, pH8,5, bei 4°C ein Trager 
gewonnen, der in der I^age ist, CEA tragende 1\imorzellen 
spezirisch zu binden. Durch vierminutiges induktives Auf- 
heizen gemaB Beispiel 1 lassen sich die Tumorzellen ganz- 25 
lich inaktivierL 

Patentanspruche 

1. Magnetpartikel bestehend aus einem induktiv auf- 30 
heizbaren magnetischen Kern und einer polymeren 
Matrix, in die der magnetische Kern vollstandig einge- 
kapselt ist und an die Liganden chemisch gekoppelt 
sind. 

2. Magnetpartikel gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB der magnetische Kem aus induktiv 
aufheizbaren nanopartikutaren oder mikropartikularen 
magnetischen Teilchen besteht, die einen Gewichtsan- 
teil von mindestens 20% an dem Magnetpartikel aus- 
machen. 40 

3. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der magnetische Kern aus 
ferromagnetischen, ferriinagnetischen oder superpara- 
magnetischen Kolloiden oder Suspensionen besteht. 

4. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 3, dadurch 45 
gekennzeichnet, daB der induktiv aufhcizbare Kern aus 
Doppelmetall-oxid/hydroxiden oder Magnetit besteht. 

5. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der induktiv aufheizbare Kern ein 
Ferrit mit einer Curie-Ternperatur von 40-250°C ist, 50 
das die allgemeine Forme! Mei. x ZnxFe204, aufweist, 
worin Me Eisen, Kobalt oder Nickel sein kann. 

6. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die polymere Matrix aus Polysac- 
chariden oder Polysaccharid-Abkommlingen, Algin- 55 
sauren, Alginsaureestern, Hyaluronsaure, Hyaluron- 
saureestern, Zellulose, Starke, Agarose, Dextran, Dex- 
trin besteht. 

7. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die polymere Matrix aus natiirli- 60 
chen Proteinen, abgewandelten Proteinen oder Polya- 
minosauren besteht. 

8. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die polymere Matrix aus einem 
synthetischen Hydroxyl-, Aldehyd-, Amino- oder 65 
Carboxylgruppen tragenden Polymeren oder Co poly- 
meren besteht. 

9. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 8, dadurch 



gekennzeichnet, daB an die polymere Matrix Anlikor- 
per, Oligosaccharide, Blutgruppenantigene, Oligonu- 
kleotide, Polynukleotide, Enzyme, Avidin, Streptavi- 
din, Biotin, Zellrezeptoren, Antikorper gegen Zellre- 
zeptoren, 2^elloberflachenmarker, Lekline oder Glyko- 
proteine chemisch gebunden sind. 

10. Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB an die polymere Matrix Po- 
lymerasen gebunden sind. 

11. Verfahren zur Herstellung induktiv aufheizbarer 
Magnetpartikel gemaB Anspriichen 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB nanopartikulare oder mikroparti- 
kulare Magnetteilchen in eine polymere Matrix mittels 
Emulsionspolymerisadon, Suspensionspolymerisalion, 
Prazipitationsmethode ("Solvent Evaporation Tech- 
nik") oder Suspensions- Vemetzung eingekapselt wer- 
den und an deren Oberflache mit Bioliganden kop- 
pelnde, reaktive Gruppen erzeugt werden. 

12. Verwendung induktiv aufheizbarer Magnetpartikel 
nach einem oder mehreren Anspriichen 1 bis 10 zur 
Analyse von Nukleotidsequenzen. 

13. Verwendung induktiv aufheizbarer Magnetpartikel 
nach einem oder mehreren Anspriichen 1 bis 10 zur 
Abtrennung und Inaktivierung von Zellen, Viren, Bak- 
terien oder Pilzen aus Blut, Plasma, Serum oder Blut- 
konserven. 

14. Verwendung induktiv aufheizbarer Magnetpartikel 
nach einem oder mehreren Anspriichen 1 bis 10 als 
Medikamentendepot in der medizinischen Therapie. 



